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摘 要 
抗生素作为良好的抗菌剂及生长促进剂而被广泛应用于水产及畜牧养殖业
中，由于相应监管及处理措施的缺乏，使得施用动物体内的抗生素大部分以原药
和代谢产物的形式进入淡水及海洋环境中，威胁水生生物及海洋生物的生长发育，
并造成生化生理毒性。而水生环境中，尤以磺胺类抗生素在环境中的检出频率较
高，因此，本研究选取典型磺胺类抗生素磺胺二甲基嘧啶（Sulfamethazine, SM2）
及其乙酰化代谢产物（Acetylated Sulfamethazine, N-SM2）为目标化合物，以海水
青鳉（Marine medaka, Oryzias melastigma）为受试生物，通过长短期的暴露实验，
比较研究海水青鳉对 SM2 的吸收富集以及代谢差别，并以抗氧化酶（SOD、CAT）
以及差异蛋白质为指标，探讨了 SM2 对海水青鳉产生的生化毒性效应及可能的
毒性作用机制。该研究不仅揭示了抗生素对海洋生物的生态毒性，还为抗生素的
环境监测以及污染评估等提供借鉴与参考。取得如下研究结果： 
1）短期暴露实验发现，海水青鳉的呼吸作用会影响生物体对 SM2 的吸收过
程，胆囊和性腺分别是 SM2 母体及代谢产物的主要富集器官；并且雌雄海水青
鳉在富集浓度及抗氧化酶活性方面呈现出明显的性别差异，其中雄鱼更易受到
SM2 毒性影响。 
2）海水青鳉在 SM2 的长期暴露及排出过程，在暴露第 14 d 呈现出较高的富
集浓度及生物富集系数（BCF）值；在海水青鳉体内，SM2 可能经历乙酰化和羟
基化两种代谢过程，其中肝脏与性腺是代谢产物及母体化合物富集的主要器官；
在清水恢复期终点，海水青鳉体内仍残留有较高浓度的母体及代谢产物浓度。 
3）SM2 对海水青鳉的长期暴露显著影响其体内化合物代谢酶及抗氧化酶活
性响应，并引起蛋白质翻译合成、核酸合成、能量代谢以及卵黄蛋白原调节等相
关蛋白的差异表达；其中能量代谢紊乱及卵黄蛋白原表达异常是主要的影响过程，
同时紊乱的能量代谢会限制海水青鳉在清水恢复期蛋白功能恢复。 
 
关键词：磺胺二甲基嘧啶；海水青鳉；生物富集；蛋白质组学  
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Abstract 
The antibiotics are commonly used in aquaculture and livestock farming for its 
broad-spectrum antibacterial properties and growth promoter, but the antibiotics are 
excreted to the aquatic and marine environment in parent and metabolite via animal 
manure without effective supervision, which will threaten the growth and development 
of aquatic organisms and marine life, and cause biochemical physiological toxicity. 
Among various antibiotics sulfonamide was frequently detected in the environment. So, 
sulfamethazine (SM2) and acetylated metabolites (N-SM2) were selected as 
representative compounds and marine medaka (Oryzias melastigma) was selected as 
testing organism. We investigate the discrepancies between long-term exposure and 
short-term exposure on the bioconcentration, and metabolism of sulfamethazine, and to 
explore the mechanism of toxicity from biological response (SOD, CAT) and 
Proteomics. The study also helped to provide information for current environmental 
monitoring and risk assessment of SM2. The main results in this thesis were as follows.  
1) Under the short-term exposure, the uptake of SM2 was affected by the pH 
changes in the micro-environment between the gill and the water. The BCF value 
suggested that bile and gonad were the major sites of tissue storage of SM2 and N-SM2. 
What’s more, a gender difference can be observed in the bioconcentration and 
antioxidant enzyme activities. 
2) Under the long-term exposure and water recovery, there was no significant 
difference in gender and exposure concentration, and there was a higher concentration 
and BCF value at 14 d. In the absorption process, the SM2 might metabolite with 
acetylation or hydroxylation metabolism. Moreover, the liver and gonad were the two 
major target organ. And there was still a high concentration of parent and metabolite 
after water recovery. 
3) The metabolite and antioxidant enzyme were significantly affected by the long-
term exposure of SM. Besides, many important processes/pathways were significantly 
suppressed by SM2 in marine medaka, such as protein translation, synthesis, energy 
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metabolism, nucleic acid synthesis and vitellogenin. The disorder expression of energy 
metabolism and vitellogenin are the two main influence ways. In addition, the 
expression of protein in marine medaka and its corresponding function will be changed 
with the exposure time and conditions, and the recovery process of functional protein 
was also inhibited by the energy metabolism during the recovery period. 
 
Key words: Sulfamethazine; Marine medaka; Bioconcentration; Proteomics  
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第一章 前言 
1.1 研究背景 
随着“速生鸡”、“有抗奶”等事件不断进入公众视野，食品安全等问题及环境
中新型有机污染等问题越来越受到人们的关注。新型有机污染物（Emerging 
Organic pollutants，EOPs）是指那些对生态环境具有潜在危害并被广泛使用的新
型有机污染物，是一类环境行为及归宿、毒性机理等尚未明确，但对人体健康及
生态环境可造成严重威胁的污染物[1, 2]。目前新型有机污染物主要包括溴代阻燃
剂（BFRs）、全氟化合物（PFCs）、纳米材料及药物及个人护理品（PPCPs）。其
中 PPCPs 作为人类生活必需品，其生产和消费数量巨大，主要包括各类抗生素、
杀菌剂、人工合成麝香、止痛药、降压药等人畜处方及非处方用药，以及发胶、
染发剂、防晒霜等化妆品。由于人类活动连续的输入，使得环境中的 PPCPs 呈现
出假持久现象。现有的污水处理工艺不能有效的去除和转化人为排放的抗生素等
PPCPs，由此导致污水处理厂出水以及未经处理的生活废水、养殖废水成为环境
中 PPCPs 的主要源头[3-6]。而广泛存在于水体、土壤等环境中的新型有机污染物，
威胁环境中的非目标生物生理生化功能及所在生态环境的稳定发展[7, 8]。根据近
年来 PPCPs 的调查结果，排在前十位的 PPCPs 均为抗生素等人畜药物，其中以
磺胺类药物最为常见，在我国地表水检出的 68 种抗生素中，磺胺类抗生素检出
率最高，占 33%[9]。 
抗生素是一类具有抵抗微生物活性的天然、半合成或人工合成化合物，广泛
用于人和动物的感染性疾病的预防及治疗，并添加在饲料中作为生长促进剂促进
动物的生长发育而广泛应用于畜牧生产、水产养殖业[10]。由于缺乏相应的监管及
有效的处理措施，抗生素滥用的现象在规模化养殖中十分严重。并随着我国人口
与经济的发展，人用及兽用抗生素的数量在逐年增长，中国现已成为抗生素的生
产与消费大国，并相继成为抗生素的排放大国[9, 11]。有数据显示，抗生素已成为
世界使用量最大、最广泛的药物之一[12]，我国年产抗生素原料约 21 万吨，出口
3 万吨，人均年消费量 138 克左右(美国仅 13 克)，2013 年数据估算，猪养殖业
中频繁使用的 36 种抗生素排放使用量达到 48400 吨，其中 49.5%经过代谢后排
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入环境[13, 14]。而全国每年数十亿吨的生物废弃物正作为抗生素的储库源源不断
的进入土壤以及养殖、地表、地下水体[15]。 
按照化学结构可将目前被广泛使用的抗生素分为磺胺类、β-内酰胺类、喹诺
酮类、四环素类、氨基葡萄糖苷类和大环内脂类等，其中四环素与磺胺类抗生素
是牲畜养殖常用药，较高的使用频率及使用量不仅增加生物的耐药性，并能诱导
牲畜粪便中的环境微生物产生相应的抗性基因。磺胺类抗生素在北京、上海、广
州等人口密集城市以及水产养殖及畜牧养殖密集区域具有相对较高的浓度，上海
养殖场毗邻区土壤中，磺胺类与四环素浓度范围在 5.85-33.37 和 4.54-24.66 mg/kg，
华东地区地表水 23 种磺胺类抗生素均有检出，除珠江流域 SM2 检出浓度较高
（40-1390 ng/L），其余浓度远远低于 1000 ng/L[6, 16]。而韩国某堆肥厂附近同样能
检测出高浓度抗生素的存在，其中磺胺类（水体：0.97-14.85 μg/L，沉积物：71.96-
120.91 μg/kg，土壤：24.39-38.32 μg/kg）含量最多，并且 SM2 占有较大比重[17]。 
残留在土壤及水体中的抗生素，不仅影响动植物的生长发育，而且富集在动
植物的根茎叶及组织器官内的抗生素，通过食物链传递危及人体健康。有研究表
明，水体中的 SM2 不仅能够抑制水稻、燕麦以及黄瓜种子的萌发，还能抑制胡萝
卜及水稻的杆茎生长[18]，同时土霉素的胁迫能够显著抑制玉米新叶的增长[19]。在
对植物各部位抗生素含量检测表明，其含量由高到低分别是根、茎、叶[20]。而对
水体生物的毒性研究中，低浓度的四环素能够抑制铜绿微囊藻的生长，其 EC50
为 90 μg/L[21]，并有学者根据现有的水生生态毒理学数据和定量构效关系，对 226
种抗生素进行毒理学评价，并根据 OECD 中化合物对水生生物的毒性分级相关
标准划分，其中大分抗生素对水生生物藻、蚤具有极毒（EC50<0.1 mg/L）及非
常毒（EC50<1 mg/L）毒性，大部分抗生素对鱼类具有非常毒及有毒（EC50<10 
mg/L）毒性[22]。鉴于畜牧抗生素可能存在的生态风险，一些国家早已开始规范抗
生素在养殖业中的使用，如欧盟、美国以及韩国等国家相继出台法律禁止饲料中
添加抗生素[23, 24]，同时我国也正推进此类强制性规范措施。目前，我国农业部、
美国、日本、国际食品法典委员会（CAC）和欧盟等大多数国家和地区规定了食
品和饲料中抗生素等药物的最大残留限量（MRL）标准[25]。 
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1.2 国内外研究进展 
1.2.1 磺胺类抗生素物理化学性质 
磺胺类药物最早报道与 20 世纪初，起初作为染料使用，其抗菌作用被德国
拜耳公司首次发现，并在此后十余年的时间里，相继开发出磺胺吡啶、磺胺噻唑、
磺胺嘧啶等抗菌药物，所有磺胺类药物结构中均具有对氨基苯磺酰胺母体，如图
1-1（a）所示。由于药物中对氨基苯磺酰胺与对氨基苯甲酸竞争二氢叶酸合成酶，
导致细菌体内合成含有磺胺基团的叶酸类似物，从而阻断四氢叶酸的合成，影响
细菌体内核酸生成，抑制细菌生长。并且磺胺类药物在代谢过程中，能够诱导细
胞色素 P450 酶 CYP3A4 表达，通过 N-乙酰转移酶乙酰化代谢；通过雄性特定同
源异构体 CYP2C1 产生代谢变化，并表现出性依赖的药物代谢动力学[26]。 
 
  
(a)                                  (b) 
图 1-1 磺胺类及磺胺二甲基嘧啶分子结构。 
Fig. 1-1 Structure of Sulfonamides and Sulfamethazine. 
 
磺胺类抗生素具有广谱抗菌性、对多种革兰氏阳性菌以及部分革兰氏阴性菌
具有杀菌作用，同时磺胺嘧啶类药物能够通过血脑屏障渗入脑脊液起到抗菌消除
感染的作用，并且在甲氧苄啶（Trimethoprim,TMP）等抗菌增效剂联合作用下，
可以拓宽其治疗范围、增强药效，使其应用范围得到了极大地扩展。正是由于磺
胺类药物所具有广谱抗菌性、种类多、化学性质稳定、价格低廉、使用方便等优
点，使其广泛应用于畜牧及水产养殖业，是使用量最大的兽用抗菌药物。 
磺胺二甲嘧啶（Sulfadimidine，SM2），其化学结构见图 1-1(b)所示，其中 R1
基团被 H 取代，R2 基团被二甲基嘧啶基团所取代，属磺胺类抗生素衍生物。其
化学名为 N-(4、6-二甲基-2-嘧啶基)-氨苯磺胺，分子式为 C12H14NO42S，分子量
为278.34。纯品为白色或微黄结晶或粉末，PKa1为2.65，PKa2为7.65，熔点176℃，
N4 SO2N1
H
R2
H
R1
H2N4 SO2NH1H
N
N
CH3
CH3
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溶解度：29℃，150 mg/100 mL；37℃，192 mg/100 mL，纯品在易溶于稀酸或稀
碱溶液，热乙醇溶液，不溶于乙醚。无嗅，味微苦，遇光颜色逐渐变深。SM2 是
使用最广泛的磺胺类药物之一，也是磺胺类药物中十分重要的化疗药物。作为广
谱抗菌剂的 SM2，不仅对多种革兰氏阳性菌以及一些革兰氏阴性菌具有杀菌作
用，同时对溶血性链球菌、肺炎球菌、大肠杆菌、脑膜炎球菌、葡萄球菌以及放
线菌、弓形虫具有杀菌抗菌作用，常被用于治疗畜禽和水产动物的多种细菌性疾
病并大量被用作动物的生长促进剂使用。 
1.2.2 抗生素的污染现状 
环境中残留的抗生素主要包括医用抗生素和农用抗生素，医用抗生素主要有
废弃的医用器械及医用垃圾中含有残留或过期抗生素、病人排泄物中的抗生素母
体及代谢物、以及医药企业生产过程中所产生的抗生素中间品及流失的抗生素。
农用抗生素主要是由水产养殖中所施用的过量抗生素残余、以及经动物代谢最终
以粪、尿等排泄物排出体外的残余抗生素。进入环境中的抗生素最终汇集到污水
处理厂或通过雨水径流与渗滤等途径进入土壤、地表水及地下水等自然环境中。
一份 2015 年全国 58 个流域“抗生素环境浓度地图”中，北方的海河、南方的珠江
抗生素的预测环境浓度较高，并且抗生素的排放量与著名的胡焕庸线之间具有良
好的相关性，显示出我国抗生素在人口较密集（东部）的排放量是人口分散区（西
部）流域的 6 倍以上，可见抗生素排放量受人类活动的影响巨大[13, 27]。并且对东
部沿海水域抗生素风险商值（RQ）分析中具有相似的结论，其中，渤海湾、海河
和珠江流域抗生素 RQ 值总体较高[28]。 
从渤海湾、海河与珠江流域可知，水体环境中抗生素残留浓度以经济发达、
人口密集的沿海城市及中心城市较高。其中海河流域涵盖北京、天津、河北等人
口高密度区，在对北京的温榆河及其支流和流域上的污水处理厂的水体样本进行
调查，其中能够检出 20 种(氟)喹诺酮抗生素(FQs)、16 种四环素抗生素(TCs)及其
降解产物、以及 25 种磺胺类抗生素(SAs)及其降解产物；其中以磺胺类所占比重
较大，并且污水处理厂排水口的浓度高于河流中总浓度[29]。在环渤海区域，渤海
湾和莱州湾检测出大量的抗生素，其中氧四环素及诺氟沙星的生态风险较高，同
样四环素是大连沿海海域主要的抗生素，而磺胺类则在沉积物及水生生物中具有
较高的浓度[30, 31]。 
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